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摘　　要

本研究之目的在於運用乳酸菌篩選與鑑定技術，自畜產動物體分離出具機能性潛力之乳酸菌，篩選出符合畜禽

生產之高潛力乳酸菌菌株，未來供作飼料添加物以提升畜禽生產之效益。本研究由雞糞、雛雞糞、豬糞及雞腸道中，

進行乳酸菌之分離純化，利用 API ZYM 套組來篩選含蛋白質水解或糖解酵素較強之菌株，並藉由 16S rDNA 定序

比對輔以確認菌株身分，分析 18 株乳酸菌分離株包含 Lactobacillus reuteri、Lactobacillus johnsonii、Lactobacillus 
mucosae、Lactobacillus casei、Lactobacillus salivarius、Pediococcus acidilactici、Pediococcus pentosaceus 等，並綜合

各項機能性分析，菌株 3-2 具有較佳耐膽鹽及抑菌能力；菌株 5-1、x-1d-2、x-1d-3’ 具有較佳之酸及抗生素耐受性；

菌株 C1W2’-2、C1W3’-2 具有較佳之膽鹽及抗生素耐受性，可混合不同優勢菌株進行後續發酵量產之試驗。

關鍵詞：乳酸菌、生物性飼料、機能特性。

緒　　言

目前臺灣每頭母豬每年生產上市肉豬數為 11 － 13 頭，而且在哺乳與保育階段仔豬之死亡率達 30% 以上，嚴重

影響我國豬肉之生產效率。造成仔豬疾病或死亡的常見因素包括傳染性胃腸病 (transmissible gastroenteritis, T.G.E.)、
流行性下痢 (epidemic diarrhoea)、輪狀病毒 (rotavirus) 及其他 ( 鄧，2014)。2013 年底至 2014 年初，在臺灣多個養豬

場發生仔豬嚴重下痢，死亡率高達 90%，造成養殖場嚴重損失，以及豬價、豬肉售價上揚之情況。

抗生素雖具有預防疫病及促進豬隻的生長，不過卻容易讓豬肉產品有藥物殘留之疑慮，而且添加藥物亦會導致

腸道有益菌遭到破壞和造成菌群抗藥性等後遺症。歐盟已在 2006 年全面禁止將抗生素做為畜禽之生長促進劑。德

國根據動物用藥法，抗生素只能用在治療生病的動物，絕不能使用於促進動物的生長或是預防，違反規定者可被課

以刑罰 ( 林，2014)。為解決不使用抗生素做為畜禽之生長促進劑，則非藥物飼料添加物之添加與運用，將對國內畜

禽生產模式扮演極具重要之角色。

學者研究指出，益生菌做為飼料添加物，可改善畜禽腸內微生物相的平衡。益生菌在消化道的功能包括 (1) 與
致病菌競爭腸道營養素，(2) 與致病菌競爭腸內上皮細胞結合位置，(3) 產生對致病菌有害的化合物，(4) 生成可刺激

免疫系統的化合物。因此，益生菌的應用，提供養殖業者於家畜禽使用抗生素的替代方案 (Cho et al., 2011)。

乳酸菌通常是泛指能夠發酵碳水化合物，並以能產生乳酸為主要產物之微生物，又因乳酸菌在畜禽消化道中屬

優勢菌之一，且其具有抑制腸道中有害微生物的生長，調節及建立腸道內菌相之特性。Chang et al. (2001) 從豬糞中

篩選出具耐酸、膽鹽及抗菌活性之 Lactobacillus reuteri BSA131，每日餵食仔豬 2 × 106 與 108 CFU/ 頭之冷凍乾燥菌

體，結果顯示可提高豬隻活體增重及飼料轉換率，並顯著增加豬隻糞便中之乳酸菌菌數與降低腸內菌 (enterobacteria)
菌數。de Angelis et al. (2006) 自豬糞篩選出具有酸、膽鹽和熱耐受性以及能有效抑制 Escherichia coli ED36、E. coli 
PWD5 之乳酸菌株 Lb. reuteri 3S7 和 Lb. plantarum 4.1，並進一步進行豬隻餵飼試驗，結果發現可顯著降低豬隻糞中

腸桿菌科 (Enterobacteriaceae) 之菌數 (de Angelis et al., 2007)。因此，本試驗運用乳酸菌篩選與鑑定技術、菌株機能

性項目測試、量產技術之研發以及代謝產物功能之分析等，篩選出符合畜禽生產之高潛力之乳酸菌株，生產衛生安

全之畜產品。
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材料與方法

I. 材料：雛雞雞糞 ( 畜試推廣土雞之 1 週齡雛雞 )、雞糞 ( 土雞、白羽烏骨雞 )、豬糞 ( 畜試黑豬一號哺乳仔豬及生

長豬，LD 肉豬哺乳仔豬及生長豬 ) 及雞腸道 ( 土雞 ) 等由本所產業組提供。

II. 乳酸菌株之分離、鑑定及機能性分析

(i) 乳酸菌株之分離、篩選及鑑定

自本所產業組取得之雞糞、豬糞及雞腸道等試樣，進行乳酸菌株之分離、篩選作業。秤取 10 g 試樣以 90 
g 之 0.85% 氯化鈉溶液混合於鐵胃袋攪碎均質後，取 1 mL 混合液移入 MRS 培養液中培養，再以劃線法於

MRS培養基上分離單一菌落，純化後之乳酸菌株，依據光岡 (1990)、Hardie (1986)及Kandler and Weiss (1986)
所述之分類標準進行鑑定。 
1. 菌體形態之觀察，以革蘭氏染色法將菌株染色後，以電子顯微鏡觀察並照相做為篩選依據。

2. 醣發酵性狀測試：採用 API 50 CHL 套組，進行 49 種不同醣類之發酵測試，於 37℃培養，並分別於 24
及 48 小時判讀。

3. 酵素活性測試：採用 API ZYM 套組，測試菌株 19 種酵素活性，並依其呈色深淺分為五級，顏色越深則

其酵素活性越高。

4. 菌體 16S rDNA 定序及比對：

(1) 16S rDNA 萃取：使用 DNA 萃取純化使用商業套組 (blood and tissue genomic DNA extraction miniprep 
system, Viogene-Biotek Corp., Taipei, Taiwan) 進行萃取。試驗取 1 mL 解凍之菌液置於 1.5 mL 微量離心

管中，在室溫下以 7,600 rpm 離心 10 分鐘，去除上清液後備用。隨後樣品以 160 μL TE buffer 將沉澱

菌塊完全懸浮，再加入 40 μL 濃度為 100 mg/mL 的溶菌酶混合均勻，於 37℃水浴槽反應 30 分鐘；接

著加入 20 μL Proteinase K 及 150 μL FX buffer，經震盪混合 20 秒後，於 60℃水浴槽反應 40 分鐘，再

加入 150 μL FX buffer 並上下倒置混勻。隨後樣品加入 200 μL 異丙醇 (isopropanol) 移入置於收集管中

純化 2 次，以 13,200 rpm 離心 2 分鐘；將管柱置於新的 1.5 mL 微量離心管上，加入 200 μL 已預熱至

70℃之無菌去離子水，靜置 5分鐘後，再以 13,200 rpm離心 2分鐘，將最後所得之DNA樣品置於 -20℃
冰箱保存備用 (Yeung et al., 2002)。

(2) 聚合酶鏈鎖反應與定序分析：為了解乳酸菌株菌群之分類，試驗選擇 16S rDNA 之保守性 DNA 序作

為模板，針對乳酸菌選擇普遍性引子 8f 及 1512r (8f 引子序列 : 5'-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-
3'，1512r 引子序列 : 5'-AAG GAG GTG ATC CAG CCG-3') 增幅 16S rDNA 全長基因片段，故菌體之

DNA 完成純化後，以聚合酶鏈鎖反應進行 DNA 片段增幅；試驗取 5μL 菌體 DNA 作為模板，並加

入 0.5 μL dNTPs 混合液 (N = A, T, C, G)、5 μL 10X 聚合酶鏈鎖反應緩衝液、0.25 μL DNA 聚合酶，於

94℃， 30s、55℃，30s 及 70℃，30s 進行反應。將試驗所得產物進行定序分析，定序所得之結果使

用 Basic Local Alignment Search Tool (BLAST, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 功能於 Genbank 比

對菌株之身分。

(ii) 耐酸性試驗：參考 Zavaglia et al. (1998) 方法，以 0.1 N HCl 溶液分別調整磷酸鹽緩衝液至 pH 值 2 及 3，取

100 μL 活化菌液接種於 9.9 mL 之不同 pH 值之磷酸鹽緩衝液中，置於 37℃下並分別於 0、1、2、3 及 4 小

時取樣測殘存菌數。

(iii) 耐膽鹽試驗：參考 Toit et al. (1998) 方法，取 1 mL 活化菌液接種於含 0.3% 牛膽鹽與不含牛膽鹽之 MRS 
broth 中，置於 37℃培養，並分別於 0、3、6 及 24 小時測定菌數。

膽鹽耐受性 (%) = (含 0.3% 牛膽鹽之菌數 / 不含牛膽鹽之菌數) × 100
(iv) 抗氧化試驗：試驗使用硫氰酸鐵法 (ferric thiocyanate method) 測定乳酸菌之抗氧化能力。參考 Shahzadi et al. 

(2011) 方法，取 5 mL 亞麻油酸乳化溶液 (linoleic acid emulsion)，加入 0.1 mL 菌液及 5 mL 之 0.05 M 磷酸

緩衝液 (pH 7.0)，混合均勻後置於暗處之 37℃培養 96 小時，每 24 小時取 0.1 mL 上述樣品混合液，依序加

入乙醇、30% ammonium thiocyanate、0.02 M iron (Ⅱ) chloride tetrahydrate，振盪均勻，靜置 3 分鐘後測定

OD500 之吸光值。抑制過氧化率 (inhibition of peroxidation %, IP%) = [1 － ( 樣品於 500 nm 的吸光值 ) / ( 未添

加樣品之控制組於 500 nm 的吸光值 )] × 100。抑制脂質過氧化率愈高，表示抗氧化性愈強。

(v) 抑菌活性試驗：參考 Rammelsberg and Radler (1990) 方法，本試驗之目標病原菌株包括 Escherichia coli 
BCRC 10450、Staphylococcus aureus BCRC 10451、Salmonella typhimurium BCRC 10747 等 3 株，取測試濾

紙浸於乳酸菌液，置於活化的目標病原菌培養基上，培養後量測紙錠周圍之抑菌圈徑長。



郭卿雲　凃榮珍　黃建榕　劉芳爵　陳希嘉　陳明汝　林幼君 180

(vi) 抗生素敏感性試驗：修改自 Chang et al. (2001) 之實驗方法，取直徑 6 mm 之測試濾紙錠 (qualitative filter 
papers, Whatman, Springfield Mill, UK) 分別浸於 18 株 Lactobacillus spp. 之乳酸菌液中，再將濾紙錠置於已

分別塗抹 Escherichia coli BCRC 10450、Staphylococcus aureus BCRC 10451 及 Salmonella typhimurium BCRC 
10747 活化菌液之 Tryptic Soy agar 上，並同時以抗生素紙錠 (30 g doxycycline / 30 g nalidixic acid) 作為對照

處理，培養 24 小時後測量紙錠周圍之抑菌圈徑長，試驗並以抑菌圈之大小作為菌株對於抗生素敏感性之判

定。

(vii) 統計分析

試驗資料以一般線性模式 (general linear model) 進行變方分析 (SAS, 1996)，以最小均方平均值 (least square 
means) 比較各處理間之差異性，P 值小於 0.05 和 0.01 時，分別表示差異顯著及極顯著。

結果與討論

I. 乳酸菌株之分離、篩選及鑑定

自 1 週齡雛雞雞糞試樣中共篩選得到 11 株單一菌株，觀察其菌體形態皆為球狀或桿狀，且皆呈革蘭氏陽性

反應，另以 API ZYM 套組檢測其 19 種酵素活性，其結果如表 1 所示，可知自雛雞糞分離得到之乳酸菌株其解

脂酵素與糖解酵素較弱，但蛋白質水解酵素 ( 如 valine arylamidase、leucine arylamidase 等 ) 則活性較佳，可將原

料或飼料中之蛋白質分解成低分子胜肽或胺基酸之應用潛力。另自雞糞、雞腸與豬糞分離之 27 株乳酸菌株測定

其酵素活性與 API50 CHL 菌株鑑定，在 38 株篩選得到的乳酸菌，選擇其中酵素活性表現較強且菌株種別不同

之 18 株乳酸菌株，分別為自雞糞分離之 1-1、2-3、3-2 及 5-1 菌株、自豬糞分離之 x-1d-2、x-1d-3’、x-3.4w-2、
x-4w-1、LD-4w-1 及 LD-8w-1 菌株、自雞腸分離之 1-2A、2-1A、3-2A 及 4-2B、自雛雞糞分離之 C1W2-2、
C1W1’-2、C1W2’-2 及 C1W3’-2 等菌株進行後續之 16S rDNA 定序鑑定及其他機能性試驗分析。

表 1. 分離自 1 週齡雛雞糞之乳酸菌株酵素活性

Table 1.	 Enzyme activities* of lactic acid bacteria isolated from feces of 1-week-old chicks

No. Enzyme C1W1-1 C1W1-2 C1W2-1 C1W2-2 C1W3-1 C1W1’-1 C1W1’-2 C1W2’-1 C1W2’-2 C1W3’-1 C1W3’-2
1 Control ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
2 Alkaline phosphatase ND 1 ND 1 ND 2 1 ND ND ND ND
3 Esterase (C4) 3 2 ND 2 2 1 1 ND ND 2 ND
4 Esterase lipase (C8) 4 2 ND 3 1 ND 1 ND ND 2 ND
5 Lipase (C14) ND 1 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
6 Leucine arylamidase 4 3 4 4 3 4 4 4 4 3 4
7 Valine arylamidase 1 1 3 3 1 3 3 4 4 1 3
8 Cystine arylamidase 1 1 ND 1 1 1 2 1 ND 1 ND
9 Trypsin ND ND ND 1 － ND 1 1 ND ND ND

10 α-chymotrypsin ND ND ND 1 － ND ND 1 ND ND ND
11 Acid phosphatase 1 1 ND 2 1 3 5 2 1 4 1
12 Naphthol-AS-B1-phosphohydrolase 1 1 1 2 ND 2 2 2 1 1 ND
13 α-galactosidase ND ND ND 1 ND 1 2 ND ND ND ND
14 β-galactosidase ND ND ND 2 ND 3 2 2 ND ND ND
15 β-glucuronidase ND ND ND 2 ND ND ND ND ND ND ND
16 α-glucosidase ND ND ND 4 ND ND ND 1 ND ND ND
17 β-glucosidase ND ND ND 2 ND ND 1 1 ND ND 1
18 N-acetyl-β-glucosaminidase ND ND ND 1 ND ND ND ND ND ND 1
19 α-mannosidase ND ND ND 1 ND ND ND ND ND ND ND
20 α-fucosidase ND ND ND 1 ND ND 1 ND ND ND ND

* Number 0, 1, 2, 3, 4 and 5 indicate the concentration of 0, 5, 10, 20, 30 and above 40 nmol, respectively. ND, not detected.

本試驗採用 API50 CHL 套組以菌株之碳水化合物代謝特性作為菌種鑑定之結果 (Ozgun and Vural, 2011)，然

乳酸菌株種類繁多，此生化套組僅可鑑定 52 種乳酸菌，又動物腸道及糞便中常被檢出之 L. reuteri、L. johnsonii
及 L. mucosae 等並不在此套組之比對資料庫中，容易造成結果誤判，故另以 16S rDNA 定序與 GenBank 資料庫

序列比對，方可確知所獲之菌株身分 (Korhonen et al., 2007)。18 株乳酸菌之 API 鑑定結果與 16S rDNA 定序比

對結果相較如表 2 所示，僅有 3 株乳酸菌 (C1W1’-2、C1W2’-2 及 C1W3’-2) 兩者所得之鑑定結果相符，其餘 15
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株乳酸菌多為 L. reuteri、L. johnsonii 及 L. mucosae，故 API50 CHL 套組之結果應僅供作為菌株碳水化合物利用

能力之參考，菌株之身分確認應以 16S rDNA 定序比對所得結果為主 (Marroki et al., 2011)。

表 2. 乳酸菌株之 API50 CHL 套組及 16S rDNA 定序菌種鑑定結果

Table 2.	 The identification of lactic acid bacteria by API50 CHL kit and 16S rDNA sequencing

Strain No. Identification according to API profiles
Identification according to 16S rDNA sequencing
Closest relative Identity Accession number

1-1 Lactobacillus salivarius Lactobacillus plantarum 99% FJ386491.1
2-3 Lactobacillus salivarius Lactobacillus reuteri 99% CP000705.1
3-2 Lactobacillus salivarius Lactobacillus reuteri 99% CP000705.1
5-1 Lactobacillus fermentum1 Lactobacillus reuteri 99% CP000705.1
1-2A Leuconostoc lactis Lactobacillus reuteri 96% CP000705.1
2-1A Lactobacillus plantarum Lactobacillus johnsonii 99% FN298497.1
3-2A Lactobacillus plantarum Lactobacillus reuteri 99% CP000705.1
4-2B Lactobacillus salivarius Lactobacillus mucosae 97% EU728797.1
x-1d-2 Lactobacillus salivarius Lactobacillus johnsonii 99% FN298497.1
x-1d-3’ Lactobacillus pentosus Lactobacillus johnsonii 99% FN298497.1
LD-4w-1 Lactobacillus plantarum Lactobacillus reuteri 99% CP000705.1
LD-8w-1 Lactobacillus brevis Lactobacillus reuteri 100% CP000705.1
x-3.4w-2 Lactobacillus salivarius Lactobacillus mucosae 99% NR_024994.1
x-4w-1 Lactobacillus fermentum Lactobacillus mucosae 96% NR_024994.1
C1W2-2 Lactobacillus salivarius Lactobacillus casei 99% CP000423.1
C1W1’-2 Lactobacillus salivarius Lactobacillus salivarius 99% AY137589.1
C1W2’-2 Pediococcus acidilactici Pediococcus acidilactici 100% AJ305320.1
C1W3’-2 Pediococcus pentosaceus 1 Pediococcus pentosaceus 100% CP000422.1

過去文獻對於乳酸桿菌之分析，Pidoux et al. (1990) 以 API 50 CHL 商業套組進行鑑定並與資料庫比對，

並利用 DNA-DNA 雜合反應與標準菌株 (type strain) 進行雜合，結果發現其中 2 菌株於 API 系統資料庫比對達

99.9% 相符之 L.b. casei subsp.casei 卻與 L.b. casei 之標準菌株只有 9% 和 11% 相符，且而與 L.b. paracasei subsp.
paracasei 有較高之符合度 (54% 和 48%)；另 1 株 L.b. brevis 也有相同的情形，其與 API 系統資料庫比對之相似

度為 79%，但與標準菌株間僅有 7%，卻和 L.b. hilgardii 之標準菌株有高達 88% 相似，顯示同種中親緣相近之

菌株間，若有相似之生化代謝表現，易造成僅以此作為依據之菌種鑑別度下降。

II. 耐酸性試驗

依據 Kim et al. (2007) 方法計算乳酸菌於不同培養時間之耐酸能力，於 pH 2 及 pH 3 耐受條件下之菌體存活

率分別列於表 3 及表 4，可知本試驗所篩選之多數乳酸菌對於 pH 3 之酸性環境下較不敏感，有 16 株分離菌株在

4 小時後之菌數減少在 1 log CFU/mL 以內，初活菌數由 106 CFU/mL，至 4 小時後仍有 105 － 106 CFU/mL；但於

pH 2 條件時則會造成菌體大量且快速死亡，尤其菌株 1-1、1-2A、x-3.4w-2、C1W2-2、C1W2’-2 及 C1W3’-2 於

pH 2 處理 1 小時後幾乎完全死滅，而以菌株 2-3、5-1、x-1d-2、x-1d-3’ 及 LD-4w-1 之耐酸能力較佳，於 pH 2 處

理 4 小時後菌數下降 1 － 2 log CFU/mL 初活菌數由 106 CFU/mL，至 4 小時後仍有 104 － 105 CFU/mL。

III. 耐膽鹽試驗

膽鹽耐受性被認為是乳酸菌能在小腸中存活的必要特性之一 (Saarela et al., 2000)。本試驗篩選菌株於不同培

養時間之膽鹽耐受性結果如表 5 所示，可知隨著培養時間的延長，菌株對於膽鹽之敏感性增加致使死亡率提升；

菌株 2-1A 於培養 3 小時之膽鹽耐受性最佳 (76%) 之菌株，初活菌數為 4.6 × 107 CFU/mL，至 3 小時後仍有 3.0 × 
107 CFU/mL；然培養至 24 小時後則以菌株 3-2 之耐受性最佳 (30%)，初活菌數為 1.0 × 107 CFU/mL，至 3 小時

後仍有 3.0 × 106 CFU/mL，其次菌株 2-3、3-2A、C1W2’-2 及 C1W3’-2 之耐受性介於 2 － 5%，其餘菌株則對膽

鹽較為敏感，尤其是 LD-8w-1 對膽鹽幾無耐受性。

IV. 抗氧化試驗

呼吸空氣之氧化過程中，所衍生出之體內自由基，為活性強、具有未配對的電子，它們會攻擊不飽和脂肪
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酸的生物膜，導致膜脂質過氧化作用，與衰老，癌變和動脈粥樣硬化等有關 (Shahzadi et al., 2011)。本試驗篩選

之乳酸菌株於不同培養時間之抑制過氧化率結果如表 6 所示，抑制脂質過氧化率愈高，表示抗氧化性愈強。試

驗所測試之 18 株乳酸菌在 24 小時之抑制過氧化率皆可達到 70% 左右，於 48 小時則可達到 80% 以上且各菌株

間抗氧化能力無顯著差異，除了菌株 3-2 之抗氧化能力不再隨時間變化外，其餘菌株培養至 72 小時可達到最高

之抑制過氧化率結果約為 90%，而培養至 96 小時則抑制過氧化率下降至 82 － 87% 之間。

表 3. 乳酸菌在 pH 2 磷酸鹽緩衝液中於不同培養時間之存活率 (%)
Table 3.	 The survival rate (%) of lactic acid bacteria in PBS buffer with pH 2 after different incubation time

Strain No.
Percentage of survival

0 h 1 h 2 h 3 h 4 h
1-1 100.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2-3 100.00 77.14 68.57 6.71 6.86
3-2 100.00 66.10 64.41 0.75 0.25
5-1 100.00 88.24 76.47 4.71 2.35
1-2A 100.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2-1A 100.00 13.53 17.05 1.14 0.65
3-2A 100.00 4.50 0.00 0.00 0.00
4-2B 100.00 39.17 0.00 0.00 0.00
x-1d-2 100.00 96.18 85.99 10.70 9.87
x-1d-3’ 100.00 61.06 33.63 3.10 1.59
LD-4w-1 100.00 61.11 23.06 2.36 1.67
LD-8w-1 100.00 85.23 81.82 21.59 0.00
x-3.4w-2 100.00 0.00 0.00 0.00 0.00
x-4w-1 100.00 14.90 10.39 1.09 0.13
C1W2-2 100.00 0.00 0.00 0.00 0.00
C1W1’-2 100.00 4.00 1.93 0.17 0.00
C1W2’-2 100.00 0.00 0.00 0.00 0.00
C1W3’-2 100.00 0.10 0.05 0.01 0.00

表 4. 乳酸菌在 pH 3 磷酸鹽緩衝液中於不同培養時間之存活率 (%)
Table 4.	 The survival rate (%) of lactic acid bacteria in PBS buffer with pH 3 after different incubation time

Strain No.
Percentage of survival

0 h 1 h 2 h 3 h 4 h
1-1 100.00 80.22 49.45 21.98 14.29
2-3 100.00 98.11 83.02 77.36 66.04
3-2 100.00 96.74 60.87 58.70 57.61
5-1 100.00 78.13 76.56 79.69 70.31
1-2A 100.00 94.66 72.82 60.68 53.40
2-1A 100.00 70.00 48.00 37.00 26.00
3-2A 100.00 96.55 86.21 82.76 58.62
4-2B 100.00 94.29 90.00 60.71 57.86
x-1d-2 100.00 97.82 35.37 24.89 20.96
x-1d-3’ 100.00 83.06 43.72 33.88 32.24
LD-4w-1 100.00 83.46 82.05 79.49 76.92
LD-8w-1 100.00 94.12 82.35 76.47 35.29
x-3.4w-2 100.00 25.75 20.00 15.25 12.50
x-4w-1 100.00 82.66 66.13 49.19 35.08
C1W2-2 100.00 84.55 64.23 56.91 44.72
C1W1’-2 100.00 93.55 74.19 5.71 2.23
C1W2’-2 100.00 71.43 59.29 48.93 33.21
C1W3’-2 100.00 69.09 29.09 9.82 6.73
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表 5. 乳酸菌於不同培養時間之膽鹽耐受性

Table 5.	 Bile tolerance of lactic acid bacteria under different incubation time

Strain No.
Percentage of survival

0 h 3 h 6 h 24 h
1-1 90.00 29.41 8.81 0.04
2-3 82.49 71.00 16.24 2.15
3-2 86.19 55.91 50.00 30.00
5-1 44.92 33.43 5.26 0.64
1-2A 12.50 0.37 0.18 0.01
2-1A 90.91 76.67 10.16 0.59
3-2A 12.50 4.76 1.10 5.80
4-2B 49.81 35.36 4.38 0.49
x-1d-2 1.93 0.24 0.22 0.15
x-1d-3’ 52.33 40.00 4.51 0.22
LD-4w-1 55.56 50.00 4.55 0.00
LD-8w-1 0.13 0.89 0.13 0.00
x-3.4w-2 42.11 22.60 7.03 0.47
x-4w-1 54.55 1.69 0.23 0.00
C1W2-2 0.24 0.01 0.01 0.01
C1W1’-2 7.36 0.87 1.26 0.41
C1W2’-2 35.26 7.92 6.08 2.49
C1W3’-2 53.84 20.40 8.37 2.54

表 6. 乳酸菌於不同培養時間之抑制過氧化率

Table 6.	 Inhibition of peroxidation from lactic acid bacteria under different incubation time

Strain No.
Percentage of survival

0 h 24 h 48 h 72 h 96 h
1-1 0.00 72.60 83.81 90.59 85.42
2-3 0.00 69.83 83.94 92.75 86.44
3-2 0.00 72.12 83.42 83.33 82.92
5-1 0.00 71.03 83.94 92.44 86.20
1-2A 0.00 73.80 84.47 93.67 86.92
2-1A 0.00 73.32 84.21 92.59 87.34
3-2A 0.00 70.43 84.47 92.98 87.34
4-2B 0.00 72.84 83.62 93.06 87.63
x-1d-2 0.00 73.08 84.53 93.44 85.84
x-1d-3’ 0.00 73.80 84.60 93.44 87.69
LD-4w-1 0.00 72.84 83.94 91.82 86.08
LD-8w-1 0.00 72.00 85.78 91.82 86.26
x-3.4w-2 0.00 74.04 82.50 89.66 84.05
x-4w-1 0.00 75.00 85.12 91.82 85.36
C1W2-2 0.00 70.19 82.37 89.20 84.47
C1W1’-2 0.00 67.19 81.85 88.12 82.97
C1W2’-2 0.00 72.00 81.19 87.35 82.74
C1W3’-2 0.00 70.43 82.11 87.35 83.21

V. 抑菌活性試驗

18 株分離乳酸菌之發酵上清液之抑菌能力結果如表 7 所示，菌株 3-2 之抑菌能力最佳，可同時抑制受試之

三種指標病原菌，包括 E. coli、S. aureus 及 S. typhimurium 等；而菌株 3-2A、4-2B、x-1d-2、x-1d-3’、LD-8w-1
及 x-3.4w-2 之抑菌能力較弱，對於指標病原菌幾無抑制生長能力，由此實驗結果亦可發現即使是相同種別之菌
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株，其抑菌能力差異甚大，可能由於部分菌株可分泌類細菌素 (bacteriocin-like) 物質，因而具有抑制革蘭氏陽性

和陰性病原菌之能力 (de Angelis et al., 2006)。

Taheri et al. (2009) 由雞隻之嗉囊、迴腸及盲腸篩選出乳酸菌，觀測其發酵上清液對 S. typhimurium、S. 
Enteritidis 及 E. coli O78：K80 之抑制能力，結果顯示病原菌之抑制能力可隨著上清液 pH 值之下降而增加。

Oyetayo (2004) 亦發現由豬隻糞便中所篩選之 Lactobacillus fermentum 2P 對 E. coli NCIB 86 具有抑制作用，然

而對於 S. aureus NCIB 8588 則無抑制效果，此與本實驗中自豬隻篩選出之乳酸菌可抑制 E. coli BCRC 10450，
但對 S. aureus BCRC 10451 則無抑制作用呈現類似之結果。Kizerwetter-Swida and Binek (2005) 指出，相較於大

腸桿菌及沙門氏菌等革蘭氏陰性菌，乳酸菌較能抑制革蘭氏陽性菌 ( 如金黃色葡萄球菌及產氣莢膜梭狀芽孢桿

菌 )。本實驗結果亦可發現即使相同種別之菌株間其所呈現抗菌活性亦有差異，可能是部分菌株可分泌類細菌素 
(bacteriocin-like)，而具有較佳抑制病原菌之能力 (de Angelis et al., 2006)。有些乳酸菌則會產生抗菌蛋白，能取

代抗生素治療動物之疾病感染 (Ryan et al., 1989)。

表 7. 乳酸菌對指標病原菌之抗菌活性

Table 7.	 Antibacterial activities of lactic acid bacteria towards indicator pathogens

Strain No.
Inhibition of indicator pathogens*

Escherichia coli BCRC 10450 Staphylococcus aureus BCRC 10451 Salmonella typhimurium BCRC 10747
1-1 + ± +
2-3 ± ± –
3-2 + + +
5-1 ± ± ±

1-2A ± + ±

2-1A ± ± +
3-2A ± – –
4-2B ± – –
x-1d-2 ± – –
x-1d-3’ ± – –
LD-4w-1 ± ± ±

LD-8w-1 ± – –
x-3.4w-2 ± – –
x-4w-1 ± ± –
C1W2-2 ± ± +
C1W1’-2 + ± +
C1W2’-2 + ± ±

C1W3’-2 + – +
* Symbols: +, large inhibition zone ( ≥ 2 mm); ±, small inhibition zone ( < 2 mm); –, no inhibition zone.

VI. 抗生素敏感性試驗

試驗中測試 9 種不同飼料中常用之抗生素進行乳酸菌之抗生素敏感性試驗，由表 8 結果可知 18 株乳酸菌對

於 amoxycillin (25 μg)、ampicillin (10 μg) 及 florfenicol (30 μg) 皆較無耐受性，產生之抑制圈可大於 20 mm，甚

至是 40 mm 以上不等；菌株 2-3、4-2B、LD-4w-1 及 x-4w-1 對於 doxycycline 之耐受性較佳；菌株 2-1A、x-1d-2
及 x-1d-3’ 對於 lincomycin 之耐受性較佳，且此三菌株皆為 L. johnsonii；菌株 5-1、1-2A、x-1d-2、x-1d-3’、LD-
4w-1、C1W2-2、C1W1’-2 對 neomycin 之耐受性較佳；除菌株 x-4w-1 對 nalidixic acid 敏感外，其他菌株皆具耐

受性；菌株 2-3、4-2B、x-1d-2、x-1d-3’、LD-8w-1 及 x-4w-1 對 oxytetracycline 之耐受性較佳；而菌株 5-1、1-2A、

C1W2-2、C1W1’-2、C1W2’-2、C1W3’-2 對 streptomycin 之耐受性較佳。綜合各菌株對於不同抗生素之敏感性

表現，菌株 x-1d-3’ 相較其他菌株對 7 種抗生素具有較佳之耐受能力，而菌株 5-1、x-1d-2、C1W2’-2、C1W3’-2
則分別對 5 種不同之抗生素具有較佳之耐受性。Kaur et al. (2002) 指出乳酸菌對於 β-lactams ( 如 penicillins、 
cephalosporins 及 carbapenems 等 )、aminoglycosides、cephalosporins 及 quinolones 具有耐受性。Kheadr (2006) 指
出大多數乳酸菌可在 30 μg/mL nalidixic acid 中存活，但在 25 μg/mL amoxicillin、10 μg /mL ampicillin 及 30 μg/
mL florfenicol 則否。本試驗顯示乳酸菌之抗生素敏感性可因所試菌種及使用抗生素型式之不同而有差異。
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表 8. 九種抗生素對乳酸菌之抑菌圈直徑 (mm)
Table 8.	 Diameters (mm) of the halos obtained from lactic acid bacteria against nine tested antibiotics

Strain No.
Antibiotic*

AML AMP DO FFL MY N NA OT S
1-1 40 37 25 31 16 14 – 22 10
2-3 41 22 7 45 10 25 – 7 23
3-2 40 28 23 37 13 14 6 19 9
5-1 31 24 11 25 20 11 7 10 –
1-2A 31 27 13 29 19 11 – 12 8
2-1A 29 26 24 29 9 16 – 24 14
3-2A 32 30 11 34 12 17 7 10 13
4-2B 30 25 7 37 17 22 – 7 25
x-1d-2 27 22 14 31 9 10 7 9 13
x-1d-3’ 28 23 13 29 7 11 – 7 13
LD-4w-1 33 33 15 38 28 11 8 8 12
LD-8w-1 46 36 – 42 11 12 – – 18
x-3.4w-2 46 42 9 37 27 22 – 11 19
x-4w-1 46 34 – 45 12 42 40 7 10
C1W2-2 39 35 33 36 32 9 6 35 7
C1W1’-2 40 35 37 36 35 10 – 36 8
C1W2’-2 28 24 24 24 21 12 7 22 8
C1W3’-2 24 21 20 29 28 13 7 21 7
* AML, Amoxycillin (25 μg); AMP, Ampicillin (10 μg); DO, Doxycycline (30 μg); FFL, Florfenicol (30 μg); MY, Lincomycin 

(15 μg); N,  Neomycin (30 μg); NA, Nalidixic acid (30 μg); OT, Oxytetracycline (30 μg); S, Streptomycin (10 μg)

結　　論

本研究從雞糞、雛雞糞、雞腸道及豬糞等試樣中篩選出 38 株乳酸菌，並擇其中 18 株進行不同機能特性之分析，

綜合各項特性優劣，菌株3-2 (L. reuteri)具有較佳耐膽鹽及抑菌能力；菌株5-1 (L. reuteri)、x-1d-2 (L. johnsonii)、x-1d-3’ 
(L. johnsonii) 具有較佳之酸及抗生素耐受性；菌株 C1W2’-2 (P. acidilactici)、C1W3’-2 (P. pentosaceus) 具有較佳之膽

鹽及抗生素耐受性，後續針對特定菌株，將以細胞株平臺與畜禽動物進行體內外機能性測試。
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Abstract

The objective of this study was to isolate the potential lactic acid bacteria strains with functional properties from 
animal and further used them as feed additives to promote the benefit in the livestock production. The lactic acid bacteria 
after isolation from intestinal canal of chicken, feces of chicken and pig were identified by API 50 CHL kits and 38 strains 
were screened in the experiment. Eighteen isolated LAB strains with higher enzyme activities were further identified as 
Lactobacillus reuteri, Lactobacillus johnsonii, L.b. mucosae, L.b. casei, Lactobacillus salivarius, Pediococcus acidilactici 
and Pediococcus pentosaceus by full sequence analysis of 16S rDNA and screened for their probiotic properties. Comparing 
the results obtained from 18 LAB isolates, strain 3-2 had high bile tolerance and antibacterial activity; strain 5-1, x-1d-2 
and x-1d-3’ had high low pH tolerance and antibiotic resistance; strain C1W2’-2 and C1W3’-2 had high bile tolerance and 
antibiotic resistance. The findings in this study provided a strong basis for exploring the potential of animal LAB isolates to 
be used in feeding as probiotic additives.

Key words: Lactic acid bacteria, Bio-feed, Functional properties.
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